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carriers to favor attachment and facilitate proliferation and directed differentiation into osteoblasts 
of mesenchymal stem cells (MSCs) was studied in the culture of MSCs isolated from bone marrow 
and adipose tissue. MSC differentiation into osteoblasts was confirmed by measurements of the 
activity of alkaline phosphatase, gene expression of the marker of bone protein BGP (glutamic 
protein participating in mineralization) and measurements of intracellular precipitates of calcium 
and phosphorus salts.
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Дифференцировка ммск в остеобласты  
на пористых 3D-носителях  
из поли-3-гидроксибутирата 
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В настоящей статье разработаны и исследованы экспериментальные пористые 
3D-носители из разрушаемого природного полимера 3-гидроксимасляной кислоты 
[П(3ГБ)], предназначенные для восстановления дефектов костной ткани. Способность 
разработанных 3D-носителей поддерживать адгезию, пролиферацию и направленную 
дифференцировку клеток в остеобластическом направлении исследована в культуре 
мультипотентных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК), выделенных из костного 
мозга и жировой ткани. Дифференцировка ММСК в остеобласты подтверждена 
измерением активности щелочной фосфатазы, экспрессии генов к маркеру костного белка 
BGP (глутаминовый протеин, участвующий в процессах минерализации), измерением 
внеклеточных преципитатов солей кальция и фосфора.
Ключевые слова: клеточный носитель, поли-3-гидроксибутират, мультипотентные 
мезенхимальные стволовые клетки, дифференцировка, остеобласты.
Введение
К настоящему времени возможности 
улучшения результатов лечения патологии и 
травмы костной ткани только за счет тради-
ционных хирургических методик соединения 
и лечения костных отломков практически 
исчерпаны. Актуальным становится поиск 
новых восстановительных технологий, на-
правленных на устранение костных дефектов 
с использованием методов клеточной и ткане-
вой инженерии (Деев и др., 2008).
После открытия А.Я. Фриденштейном 
мультипотентных мезенхимальных стволо-
вых клеток (ММСК) костного мозга человека 
они стали рассматриваться в качестве основ-
ного клеточного материала для обновления 
и посттравматической регенерации костной 
ткани и естественного источника клеток для 
тканевой инженерии дефектов кости (Яры-
гин, 2008).
Особенностью ММСК является высокая 
пролиферативная активность, клетки сохра-
няют нормальный кариотип и теломеразную 
активность при культивировании до 12-го 
пассажа (Zhang et al., 2007). Эффективность 
применения ММСК для восстановления пе-
реломов продемонстрирована на модельных 
животных (Bruder, 1999; Kruyt et al., 2004) и в 
немногочисленных клинических испытаниях 
(Schimming et al., 2004). В исследованиях от-
мечен существенный вклад ММСК в регене-
рацию костных дефектов как прогенератора 
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остеобластов, остеоцитов и клеточного пула; 
кроме того, ММСК способствуют формиро-
ванию фиброзно-хрящевой костной мозоли 
в зоне дефекта (Yin et al., 2009; Yuan et al., 
2010). 
Перспективным источником получения 
ММСК помимо костного мозга является жи-
ровая ткань (ЖТ), клетки которой более до-
ступны, их можно выделять в большем ко-
личестве и дифференцировать в остеогенном 
направлении, несмотря на возраст донора. 
Доказано, что ММСК жировой ткани имеют 
во многом сходный с ММСК костного мозга 
цитофенотипический профиль (Kern et al., 
2006), обладают сравнимым потенциалом 
в отношении формирования костной ткани 
(Seo et al., 2004). В работе Cedola (Cedola et 
al., 2006) показано, что при использовании 
носителя из гидроксилапатита, имплантиро-
ванного в костный дефект, образование кости 
de novo при использовании клеток ЖТ проис-
ходит раньше.
Установлено, что простое введение су-
спензии клеток в организм оказывается мало-
эффективным, поэтому возникает серьезная 
проблема поиска адекватного носителя для 
закрепления трансплантируемых клеток в 
организме реципиента. Поэтому выбор опти-
мального носителя для культуры остеоген-
ных клеток служит одним из ключевых эта-
пов создания тканеинженерного эквивалента 
костной ткани. Идеальный носитель должен 
удовлетворять следующим требованиям: 1) 
материал для конструирования носителей 
должен быть биосовместимым и биоразру-
шаемым, причем скорость его разрушения 
должна соответствовать скорости регенера-
ции ткани; 2) носитель должен обладать взаи-
мосвязанной пористостью, что необходимо 
для васкуляризации, увеличения потока кис-
лорода и питательных веществ, а также оттока 
отходов; обладать еше и подходящей механи-
ческой прочностью; 3) поверхность носителя 
должна способствовать прикреплению, диф-
ференцировке и делению клеток; 4) сам ма-
териал и продукты его биологического раз-
рушения не должны вызывать отторжения и 
негативной реакции организма; 5) материал 
должен выдерживать процесс обработки для 
создания конструкций любой формы и разме-
ра (Pérez et al., 2012).
Полигидроксиалканоаты (ПГА) – поли-
эфиры, продуцируемые микроогранизмами, 
имеют широкие перспективы применения в 
различных сферах, прежде всего в рекон-
структивной медицине (Шумилова и др., 
2015; Шишацкая и др., 2008; Shishatskaya, 
2006; Shishatskaya et al., 2014). Эти полиме-
ры представляют большой интерес для кле-
точной и тканевой инженерии; способность 
П(3ГБ), а также композитов П(3ГБ) с био-
керамикой поддерживать пролиферацию и 
направленную дифференцировку ММСК 
костного мозга в клетки остеобластическо-
го ряда продемонстрирована в ряде работ 
(Шишацкая и др., 2013; Qian et al., 2014). 
Доказано, что композиты П(3ГБ)/Bioglass 
способствуют адгезии культуры клеток 
остеобластов MG-63 и формированию in 
vivo кальцийфосфатных образований (Misra 
et al., 2010). На примере высокопористых со-
полимерных матриксов П(3ГБ/3ГВ) в ком-
позиции с икарином (активным флавонои-
дом) доказано, что они обладают высокой 
адгезионной способностью по отношению 
к остеобластоподобным клеткам челове-
ка линии MG-63, которые могут запускать 
механизмы остеогенеза (Leilei et al., 2013). 
Трехкомпонентные матриксы на основе 
П(3ГБ/3ГВ), шелка и наногидроксиапатита 
своей архитектурой имитируют волокни-
стый внеклеточный матрикс и способствуют 
пролиферации человеческих остеобластов с 
формированием клеточных преципитатов, 
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что подтверждает их биологическую актив-
ность (Pascu et al., 2013).
Цель настоящей работы – исследовать 
способность опорных клеточных носителей 
из ПГА поддерживать направленную диффе-
ренцировку ММСК из костного мозга и жиро-
вой ткани крыс в клетки остеобластического 
ряда и возможность их использования для 
конструирования клеточных графтов.
материалы и методы
Макропористые объемные 3D-образцы 
из П(3ГБ) получали с использованием техни-
ки выщелачивания. Для этого кусочки саха-
розы (1 × 1 × 1 см) пропитывали раствором 
полимера в хлороформе, далее высушивали 
при температуре 30 ºС. После испарения рас-
творителя образцы промывали в дистиллиро-
ванной воде до полного удаления сахарозы. 
Стерилизацию изделий проводили обработ-
кой Н2О2-плазмой (плазменный стерилизатор 
Sterrad NX, «Johnson&Johnson», США), время 
стандартного цикла 47 мин, температура в ци-
кле (46 ± 4) ºС. Микроструктуру поверхности 
полимерных изделий исследовали с примене-
нием сканирующей электронной микроско-
пии (микроскоп HITACHI TM-3000, Япония).
Суммарную пористость и влагопогло-
щение матриксов рассчитывали методом 
предельной адсорбции воды. Распределение 
пор по размерам в матриксе исследовали с 
использованием жидкостного экструзионно-
го порозиметра (Liquid Extrusion Porosimeter 
LEP, PMI, США), физико-механические ха-
рактеристики образцов регистрировали на 
универсальной электромеханической испы-
тательной машине Instron 5565,5 KN (Велико-
британия).
Способность полимерных носителей под-
держивать клеточную адгезию оценивали в 
первичной культуре ММСК крысы. Мульти-
потентные мезенхимальные стволовые клетки 
костного мозга (ММСК-КМ) были получены 
из бедренных костей лабораторных крыс ли-
нии Вистар, умерщвленных передозировкой 
эфирным наркозом. Костный мозг выделяли в 
асептических условиях после удаления шейки 
кости; в открытый костномозговой канал с по-
мощью шприца вводили 1 мл среды α-МЕМ 
с добавлением 20 % телячьей сыворотки и 
50 ЕД гепарина, костный мозг вымывали и 
тщательно суспендировали, затем дважды 
центрифугировали и промывали питательной 
средой. Вторым источником ММСК служила 
жировая ткань (ММСК-ЖТ) крыс самок линии 
Вистар. Выделенную в стерильных условиях с 
области живота и бедер крыс жировую ткань 
измельчали до однородной массы, трехкратно 
промывали в физиологическом растворе, за-
буференном фосфатами (СФБ), содержащими 
антибиотики (100 ед/мл пенициллина, 100 
мкг/мл стрептомицина). К полученной суспен-
зии добавляли раствор коллагеназы I типа и 
инкубировали 60 мин в СО2-инкубаторе при 
37 ºС, встряхивая каждые 15 мин. Жировую 
ткань тщательно перемешивали до полу-
чения однородной суспензии, затем клетки 
осаждали центрифугированием в течение 10 
мин при 1500 об/мин. Удаляли на досадочную 
жидкость, осадок ресуспендировали в полной 
среде ДМЕМ. Суспензию клеток ММСК-КМ 
и ММСК-ЖТ переносили в чашки Петри диа-
метром 90 мм и помещали в СО2-инкубатор. 
Через 24 ч из обеих чашек среду вместе с не-
прикрепившимися клетками удаляли и заме-
няли свежей средой ДМЕМ. Для индукции 
дифференцировки ММСК-КМ и ММСК-ЖТ 
в остеобласты использована среда DMEM с 
добавлением 10%-й эмбриональной телячьей 
сыворотки, раствора антибиотиков, 0,15 мМ 
аскорбиновой кислоты, 10 нМ дексаметазона 
и 10 мМ β-глицерофосфата. Клетки культиви-
ровали до монослоя, далее трижды пересевали 
по стандартной методике с помощью 0,25%-го 
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раствора Трипсин-Версена для наращивания 
биомассы клеток.
Стерильные 3D-матриксы помещали 
в 24-луночные культуральные планшеты 
и проводили рассев клеток ММСК-КМ и 
ММСК-ЖТ из расчета 100 000 клеток на один 
матрикс с добавлением 1 мл среды. Планше-
ты помещали в СО2-инкубатор. Культивиро-
вание проводили в течение 21 суток при 37 ºС 
с заменой среды каждые 3 дня.
Жизнеспособность клеток оценивали с 
помощью МТТ-теста. Морфологию клеток, 
прикрепившихся к поверхности матриксов, 
определяли с помощью флуоресцентной 
микроскопии (Leica DM 6000B, Германия) 
на препаратах, окрашенных флуоресцент-
ными красителями DAPI и фаллоидином, 
конъюгированным с флуорохромом (FITC) 
(окраска ДНК и цитоплазмы соответствен-
но). Распределение клеток и элементный 
состав преципитатов изучали с помощью 
электронной микроскопии. Для этого ис-
пользовали растровый микроскоп HITACHI 
TM-3000 с системой микроанализа BRUKER 
XFlash 430 H (Япония) и рентгеноспектраль-
ного анализа (программа QUANTAX 70). Для 
подтверждения дифференцировки клеток 
в остеобластоподобные использовали один 
из биохимических маркеров формирования 
костной ткани – активность фермента кост-
ной щелочной фосфатазы, выделяемой остео-
бластами и предположительно участвующей 
в минерализации остеоидов. Щелочную фос-
фатазу оценивали с помощью набора Alkaline 
Phosphatase DetectionKit (Sigma, США) со-
гласно протоколу производителя.
Для количественной оценки экспрессии 
генов к маркеру BGP (костный gla-протеин) 
применяли метод ПЦР, сопряженный с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) специ-
фичной мРНК. Общую РНК выделяли из 
культур клеток на разных стадиях диффе-
ренцировки стандартным фенол-хлороформ-
гуанидинизотиоционатным методом (при по-
мощи набора реагентов «РНК-Экстран» для 
выделения РНК из крови, тканей и культур 
клеток (Синтол, Россия)). Полученные дан-
ные обрабатывали с помощью программы 
Bio-Rad CFX Manager 3.0.
Все анализы проводили в трех повторно-
стях. Статистическую обработку результатов 
проводили общепринятыми методами с ис-
пользованием стандартного пакета приклад-
ных программ Microsoft Exсel.
Результаты и обсуждение
Предпочтение при выборе имплантатов 
для остеопластики отдается изделиям по-
ристой структуры. Пористые имплантаты об-
ладают большей сорбционной способностью 
для притока субстратов и отведения продук-
тов обмена клеток в формирующихся тканях, 
большей площадью поверхности и совокуп-
ного объема, что положительно влияет на эф-
фективность остеоинтегративных процессов 
и костеобразование.
Для получения пористых 3D-имплантатов 
из П(3ГБ) использовали технику выщелачи-
вания. Внешний вид и микроструктура полу-
ченных пористых 3D-имплантатов показаны 
на рис. 1.
На основании проведенного с использо-
ванием жидкостного экструзионного поро-
зиметра морфологического анализа в объеме 
полимерного носителя, помимо основных 
крупных пор, выявлены более мелкие поры, 
соединяющие между собой полимерные 
ячейки и обеспечивающие единое простран-
ство. Суммарный объем всех выделенных 
пор исследуемых 3D-носителей был около 
87,3 %, при этом крупные поры диаметром 
110–120 мкм составляли до 90 %; остальные 
10 % приходились на мелкие поры (5,7–10 
мкм). Результаты компьютерного анализа со-
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гласуются с экспериментальными данными 
по определению суммарного объема пор по 
влагоемкости (88 %). Влагопоглощение по-
лимерного носителя 2,6 см3/г. Модуль Юнга 
матриксов 3,23 МПа, напряжение 0,20 МПа, 
деформация 27,7 %.
Исследование остеогенного потенциа-
ла ММСК из КМ и ЖТ показало различную 
степень активности культивируемых клеток 
на полимерных носителях. По результатам 
МТТ-теста достоверные отличия в количе-
стве жизнеспособных остеобластов на по-
ристых матриксах П(3ГБ) были зарегистри-
рованы уже на 7-е сутки культивирования, 
1,0 × 105 кл/см2 и 1,3 × 105 кл/см2 для диффе-
ренцированных ММСК-КМ и ММСК-ЖТ со-
ответственно (табл. 1). На 21-й день культи-
вирования максимальное количество клеток 
зарегистрировано на носителях, засеянных 
ММСК-ЖТ (2,05 × 105 кл/см2). Это в 1,3 раза 
больше, чем на носителях с ММСК- КМ. Ре-
зультаты МТТ-теста согласуются с измере-
нием активности щелочной фосфатазы: более 
высокие значения активности фермента полу-
чены для культуры остеобластов из ММСК-
ЖТ (3,70 моль/мин × 105 клеток на 21-е сут-
ки). Для клеток из ММСК-КМ показатель был 
ниже (2,57 моль/мин × 105 клеток) (табл. 1).
На рис. 2 представлены РЭМ-снимки 
клеток, продуцирующих внеклеточные пре-
ципитаты солей кальция и фосфатов, эле-
ментный состав преципитатов показан в 
табл. 2. На 21-е сутки культивирования на 
поверхности носителя с дифференциро-
ванными ММСК-КМ отмечено небольшое 
количество клеток, располагающихся пре-
имущественно в колониях. На поверхности 
носителя с дифференцированными остеобла-
Таблица 1. Количество жизнеспособных клеток по результатам МТТ-теста (МТТ) и активность щелочной 
фосфатазы остеобластов (ЩФ), дифференцированных из ММСК костного мозга и жировой ткани и 
культивируемых на полимерных пористых 3D-носителях из П(3ГБ) (среднее±стандартная ошибка, n=5)
Сутки
МТТ (105 кл/см2) ЩФ (моль/мин × 105 клеток)
ММСК-КМ ММСК-ЖТ ММСК-КМ ММСК-ЖТ
3 0,94 ± 0,07 0,97 ± 0,11 - -
7 1,01 ± 0,11 1,30 ± 0,12 0,65 ± 0,07 0,86 ± 0,05
14 1,24 ± 0,08 1,66 ± 0,03 1,05 ± 0,03 1,26 ± 0,11
21 1,66 ± 0,13 2,05 ± 0,11 2,57 ± 0,03 3,70 ± 0,03
Рис. 1. Макрофото (слева, маркер 1 см) и РЭМ-изображение (справа, маркер 2 мм) макропористых 
3D-имплантатов из П(3ГБ), полученных техникой выщелачивания
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стами из ММСК-ЖТ отмечены многочислен-
ные скопления клеток, локализованных как 
на поверхности, так и в порах полимерного 
матрикса. Окрашивание остеобластов, диф-
ференцированных из разных источников, 
культивируемых на пористых 3D-носителях, 
наглядно показало существенно большее ко-
личество клеток из ММСК жировой ткани 
(рис. 3).
Остеогенная дифференцировка ММСК-
КМ и ММСК-ЖТ в остеобласты дополнитель-
но подтверждена количественной оценкой 
экспрессии генов к маркеру BGP (костный 
gla-белок) (табл. 3). BGP – костный глутами-
новый протеин (остеокальцин) – небольшой 
белок, который наиболее широко представ-
лен в костном матриксе. На 7-е сутки уровень 
продукции BGP клетками, дифференциро-
Таблица 2. Результаты спектрального анализа минеральных преципитатов, продуцируемых остебластами, 
полученными из ММСК костного мозга и жировой ткани при культивировании на 3D-носителях из 
П(3ГБ) (по результатам РЭМ, программа QUANTAX 70) (среднее±стандартная ошибка, n=3)
Источник 
остеобластов
Содержание элементов, % по массе
С О Са P
3-и сутки
ММСК-КМ 56,7 ± 1,20 42,4 ± 0,21 0,7 ± 0,30 0,2 ±0,10 
ММСК-ЖТ 55,2 ± 0,37 44,3 ± 0,16 2,3 ± 0,12 1,1 ± 0,34
7-е сутки
ММСК-КМ 53,4 ± 1,07 44,3 ± 0,79 1,2 ± 0,50 1,0 ± 0,17
ММСК-ЖТ 46,9 ± 1,12 43,1 ± 1,01 6,5 ± 1,07 3,4 ± 0,45
14-е сутки
ММСК-КМ 46,1 ± 0,45 38,8 ± 0,20 6,0 ± 0,79 3,6 ± 1,52
ММСК-ЖТ 44,6 ± 0,12 39,8 ± 0,31 10,4 ± 1,65 5,0 ± 1,68
21-е сутки
ММСК-КМ 46,7 ± 1,40 43,7 ± 0,12 9,7 ± 1,72 5,2 ± 1,08
ММСК-ЖТ 48,6 ± 1,10 30,8 ± 0,15 15,8 ± 1,10 6,8 ± 1,63
Рис. 2. РЭМ-снимки остеобластов, полученных из ММСК костного мозга (А) и жировой ткани (Б), 
культивируемых на пористых 3D-носителях из П(3ГБ) (21-е сутки). Маркер 100 мкм. Стрелками указаны 
скопления клеток
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Рис. 3. Окрашивание флуоресцентными красителями DAPI и FITC ядерной ДНК и цитоплазмы ММСК 
жировой ткани (А и Б) и костного мозга (В и Г), дифференцированных в клетки остеобластического 
ряда, на пористых 3D-носителях из П(3ГБ) (21-е сутки). Маркер 100 мкм
Таблица 3. Количество копий кДНК, кодирующей BGP белок костной ткани у остеобластов, 
дифференцированных из клеток ММСК костного мозга и жировой ткани (среднее±стандартная ошибка, 
n=3)
Сутки
Количество копий кДНК BGP (тыс.)
ММСК-КМ ММСК-ЖТ
3 200 ± 1,25 263 ± 1,01
7 478 ± 1,17 435 ± 1,12
14 753 ± 1,15 961 ± 1,23
21 878 ± 1,30 1258 ± 1,40
ванными в остеобласты из ММСК-КМ, был 
выше, чем у клеток из ММСК-ЖТ. Однако к 
концу эксперимента (21-е сутки) соотношение 
изменилось: уровень экспрессии у клеток из 
ММСК-КМ стал значительно ниже по срав-
нению с дифференцированными клетками из 
ММСК-ЖТ. 
Выполненные сравнительные исследова-
ния показали, что из ММСК жировой ткани 
в остеобласты дифференцируется большее 
количество клеток при более высокой ак-
тивности в них щелочной фосфатазы, а так-
же продукции внеклеточных преципитатов 
солей кальция и фосфора. Поэтому для кон-
струирования с использованием П(3ГБ) тка-
неинженерных графтов, предназначенных 
для восстановления дефектов костной ткани, 
предпочтение в качестве источника остеобла-
стов следует отдать клеткам ММСК жировой 
ткани.
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Заключение
Проведено исследование ПГА в каче-
стве опорных клеточных носителей (скаф-
фолдов) в культуре мультипотентных ме-
зенхимных стволовых клеток жировой 
ткани и костного мозга. Доказаны высокие 
адгезионные свойства полимерных носите-
лей и способность поддерживать пролифе-
рацию и направленную дифференцировку 
клеток в остеобласты. Результаты молеку-
лярных, биохимических и морфологиче-
ских исследований показали, что наиболее 
высоким потенциалом в качестве источни-
ка остеобластов обладают ММСК жировой 
ткани. Сконструированы тканеинженерные 
конструкции (графты).
Работа выполнена за счет средств государственного задания на проведение фунда-
ментальных исследований РАН (проект №  гос. регистрации 01201351505).
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